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A hibridização de DNA-DNA (DDH) é ainda considerada a principal técnica para 
classificação procariótica, apesar de ter certas limitações e já ser considerada obsoleta por 
muitos pesquisadores. A redução significativa nos custos de sequenciamento genômico, 
por sua vez, está abrindo espaço para novas métricas baseadas na comparação in silico de 
sequências genômicas. A análise computacional de genomas não apresenta as mesmas 
limitações da DDH e, desde o desenvolvimento de métricas genômicas, houve um aumento 
paulatino e constante em seu uso na descrição e reclassificação de espécimes bacterianos. 
O paradigma da sistemática procariótica está mudando e a tendência é que métricas 
genômicas se tornem o padrão ouro da área. A métrica mais utilizada é o ANI (average 
nucleotide identity), mas, além dela, surgiram outras métricas que convergem para o 
mesmo objetivo de comparar genomas bacterianos para delimitação de espécie. Não 
obstante, poucos estudos de fato compararam essas métricas entre si em termos de 
performance e intercambialidade. É necessário, portanto, uma análise abrangente que 
possibilite uma padronização de diversas métricas, com o objetivo de se desenvolver um 
esquema de classificação e identificação padrão baseado nas métricas genômicas mais 
eficientes na discriminação de espécies bacterianas. A primeira parte da dissertação 
envolveu a avaliação de métricas genômicas em relação a diversos parâmetros, utilizando 
os resultados de ANIb como referência e genomas de Paenibacillus como conjunto de 
dados. Os resultados de tempo de execução indicam que o TETRA é a métrica mais rápida, 
seguido do MUMi e do ANIm, enquanto o GGD, ANIb, gANI e OrthoANI exigiram maior 
tempo de computação. Todas as métricas tiveram valores de coeficiente de correlação 
elevado (≥ 0.9), com exceção do TETRA (≈0.75). A especificidade, em relação aos 
resultados do ANIb, foi elevada para todas as métricas (≥0.9), enquanto a sensibilidade foi 
elevada para todas (≥0.9), exceto para o gANI, GGD e MUMi (entre 0.7 e 0.8). Em relação 
a testes de robustez, utilizando genomas artificialmente contaminados, houve uma variação 
mínima entre as métricas que utilizam cálculos baseados em alinhamento, exceto com o 
MUMi, que apresentou variação significativa nos resultados. O TETRA, em contrapartida, 
teve a maior variação das métricas testadas, resultados que poderiam comprometer a 
definição de espécie. Considerando todos os parâmetros e condições testadas, o ANIm foi 
uma das melhores métricas testadas, devido a sua robustez, seu tempo de execução e sua 
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elevada similaridade de resultados com o ANIb. As outras métricas que derivaram do 
ANIb — OrthoANI e gANI — tiveram pouca variação em termos de performance. Apesar 
da grande velocidade das análises do MUMi e do TETRA, eles não apresentam a mesma 
robustez que as outras métricas. A segunda parte da dissertação foi um estudo derivado dos 
dados gerados na primeira parte e envolveu a reclassificação das espécies bacterianas 
Paenibacillus durus e Paenibacillus azotofixans. Os resultados das métricas, aliados às 
análises filogenéticas — como MLSA e reconstrução do proteoma core — e características 
morfofisiológicas e quimiotáxicas, possibilitaram a reclassificação dessas espécies. 
Excetuando o resultado da análise de identidade do gene do rRNA 16S — que definia 
ambos como da mesma espécie —, todos resultados indicaram a separação desses dois 
micro-organismos em duas espécies independentes. A dissertação apresentou as qualidades 
e limitações de diversas métricas disponíveis atualmente e um exemplo prático de como 




DNA-DNA hybridization (DDH) is still considered the main method for genomic 
prokaryotic classification, despite having certain limitations and already being considered 
as an obsolete approach by several researchers. The significant reduction in genomic 
sequencing costs, on the other hand, allowed that several metrics based on comparative 
genomics were more utilized in prokaryotic taxonomy. The most utilized metric is ANI 
(average nucleotide identity), but besides it, many other genomic metrics were developed. 
Nevertheless, few studies compared these metrics among each other with respect to 
performance and interchangeability. Therefore, it is necessary a broad analysis that allows 
the standardization of these metrics, aiming the development of a classification and 
identification scheme based on efficient genomic metrics for the discrimination of 
prokaryotic species. The first part of our study is related to the evaluation of several 
parameters of genomic metrics, using ANIb results as reference and Paenibacillus 
genomes as dataset. Runtime results shows that TETRA is the fastest metric, followed by 
MUMi and ANIm, while GGD, ANIb, gANI and OrthoANI were significantly slower. All 
metrics had high correlation coefficients (≥0.9), except for TETRA (≈0.75). Specificity 
values, when comparing to ANIb results, were high for all metrics (≥0.9), while sensitivity 
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values were high for almost all metrics (≥0.9), apart from gANI, GGD and MUMi — that 
were between 0.7 and 0.8. When comparing artificially contaminated genomes for 
robustness evaluation, the variation on alignment-based had minimum variation between 
results, with the exception of. TETRA, on the other hand, had the highest variation of 
results on all tested metrics. Considering all parameters and tested conditions, ANIm was 
one of the most reliable and efficient metrics tested, due to its robustness, runtime and 
similarity to ANIb results. All other metrics derived from ANIb — OrthoANI and gANI — 
had little difference on performance compared to ANIb. Despite their fast runtime analysis, 
MUMi and TETRA do not have the same robustness as the other metrics. The second part 
of the study utilized the data derived from the first one, and it was the reclassification of 
the bacterial species Paenibacillus durus and Paenibacillus azotofixans. All metrics 
results, combined with phylogenetic analysis — like MLSA and core proteome 
reconstruction — and morphophysiological and chemiotaxis results, allowed the 
reclassification of P. durus and P. azotofixans. Excluding 16S rRNA gene phylogeny — 
that defined both bacteria as the same species —, all results indicate that both 
microorganisms belong to two independent species. Our study presented qualities and 
limitations of several metrics currently available, and a practical example of how these 
metrics can be useful in the prokaryotic systematic field. 
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1.1. Delineamento de Espécie em Bactérias 
Diferentemente de organismos sexuados, onde o delineamento de espécie se dá 
especialmente por fatores reprodutivos, bactérias e outros seres vivos assexuados 
apresentam certos desafios na demarcação do que se caracteriza uma espécie e quais 
fatores devem qualificar se dois indivíduos próximos pertencem a duas espécies diferentes 
ou à mesma espécie. Ao longo dos anos, o modelo de classificação de bactérias foi se 
atualizando e se especificando, à medida que novas tecnologias permitiam uma observação 
mais complexa desses organismos. 
A primeira bactéria foi observada e descrita em 1676 por Antonie van Leeuwenhoek e 
nomeada, na época, de “animacules” (Parker 1965). Como o termo protista só foi cunhado 
em 1866 (Haeckel 1866) por Ernst Haeckel, as bactérias foram previamente classificadas 
como plantas. Após diversos sistemas de classificação e subdivisão dos reinos e domínios 
dos seres vivos (Chatton 1925; Copeland 1938; Whittaker 1969), foi apenas em 1990 que 
Carl Woese e colaboradores incluíram as bactérias em um domínio próprio na taxonomia 
(Woese et al. 1990). Em seu artigo, o autor discute que diferentemente da classificação dos 
organismos eucariotos — onde seu grupo filético é definido por características específicas 
e complexas — os procariotos foram todos unidos pela falta da presença das características 
que definem os eucariotos. Dessa forma, o sistema de classificação dos procariotos era 
todo baseado em fatores negativos, tornando-se um modelo extremamente superficial, para 
não se dizer completamente errado. O autor conclui dividindo o domínio protista em dois: 
o domínio Bacteria e o domínio Archea (Woese et al. 1990). Esse histórico de divisões e 
rearranjos na taxonomia, não obstante, só foi possível pela evolução dos estudos 
moleculares e genéticos desses micro-organismos. Apesar de todos os avanços na 
delimitação de espécie em bactérias, contudo, até o presente momento, não há um modelo 
oficial de classificação bacteriana (Euzéby 1997), apenas regras fixadas de nomenclatura 
(Parte 2018). Os primeiros campos de pesquisa microbiológica, além disso, não tinham 
interesse na classificação desses organismos, eles eram puramente focados na relação do 
organismo com certos campos de interesse, como medicina, engenharia sanitária, medicina 
veterinária e agricultura (Winslow 1914). Dessa forma, não havia um sistema 
recomendado de classificação bacteriana até o início do século 20 (Winslow 1914), pois 
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cada área de estudo classificava de acordo com as características de interesse para seu 
campo de trabalho. 
De acordo com o “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (BMSB) (Brenner et 
al. 2005), a taxonomia bacteriana se divide em três áreas fortemente correlacionadas: 
classificação, nomenclatura e identificação. O passo inicial, antes de nomear e classificar 
um espécime bacteriano, é o de identificação, pois “nenhum organismo pode ser 
classificado antes que suas características morfológicas, culturais, fisiológicas e 
patogênicas tenham sido determinadas através de estudos detalhados” (“Bergey's Manual 
of Determinative Bacteriology”) (Perkins 2008). Para a classificação, é necessário ter-se 
conhecimento do que se define como uma espécie bacteriana, que é estabelecida como 
“uma ou mais estirpes distintas que apresentam elevada similaridade em suas 
características de organização essenciais” (Brenner et al. 2005). Estas estirpes, por sua vez, 
apresentam uma estirpe-tipo — a representante do grupo — que, normalmente, é primeira 
bactéria isolada da espécie e não necessariamente representa a estirpe mais comum do 
grupo (Brenner et al. 2005). Dessa forma, tanto a definição de espécie bacteriana é 
subjetiva à interpretação do que seriam as características essenciais, quanto a estirpe-tipo 
não representa, obrigatoriamente, a mediana da espécie. 
Os primeiros esforços para delimitação de espécie baseados em características 
fenotípicas dos isolados surgiram de um trabalho pioneiro de 1962, que tinha como 
objetivo classificar espécies de enterobactérias em ambientes clínicos (Edwards e Ewing 
1962). Os organismos foram separados quanto ao tipo de carboidrato consumido, ao 
consumo ou não de ureia, à motilidade, dentre outras características (Ewing et al. 1969), 
que possibilitaram, para o objetivo dos autores, uma separação satisfatória. Quase todas as 
análises bacterianas, até meados da década de 70, seguiram modelos semelhantes de 
classificação, se baseando puramente em análises sorológicas. Outro modelo que teve um 
papel essencial para a taxonomia bacteriana — e atualmente é um dos pontos centrais dela 
— foi a filogenia, que, inicialmente, se baseou em características fenotípicas para suas 
reconstruções; entretanto, devido ao fato de procariotos não possuírem fosseis para uma 
análise de seus ancestrais, como no caso dos eucariotos, muitos biólogos inicialmente 
abordaram essa metodologia com certa desconfiança (Stanier e Van Niel 1941). 
No final da década de 60 o primeiro modelo genômico para delimitação de espécies 
bacterianas foi idealizado: o grau de hibridização DNA-DNA (DDH) (Brenner et al. 1969). 
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Tornando-se, também, a primeira “característica” com uma métrica fixa: quando o 
percentual de hibridização dos genomas de dois organismos ultrapassar o valor de 70%, 
ambos são considerados membros da mesma espécie (Moore et al. 1987) (Figura 1). A 
partir do desenvolvimento desta técnica, a similaridade entre dois organismos ao nível de 
espécie pode ser objetivamente mensurada, não dependendo mais de abordagens 
subjetivas. O impacto do DDH se comprova com o fato de que, em 1987, 
aproximadamente 60% dos artigos de descrição de novas espécies incluíram esta técnica 
para sedimentarem seus achados, chegando à 75% em 1993 (Stackebrandt e Goebel 1994). 
Para classificações de níveis hierárquicos superiores ao gênero, entretanto, permaneceram 
as metodologias convencionais.  
 
 
Figura 1: Exemplo de um experimento de hibridização entre DNAs de duas bactérias (adaptado de 
http://www.biologydiscussion.com/bacteria/bacterial-taxonomy/bacterial-taxonomy-meaning-
importance-and-levels/54679, último acesso em: 10/02/2019) 
 
Em 1990, o “Ad Hoc Committee on Approaches to Taxonomy within the 
Proteobacteria“ já sugeria a análise da similaridade gênica e filogenia do rRNA 16S para a 
delimitação de espécie bacterianas (Murray et al. 1990). Em 1994, Stackebrandt e Goebel 
(Stackebrandt e Goebel 1994) definiram que um valor inferior a 97,5% de identidade dos 
genes rRNA 16S entre dois organismos indicaria que eles não pertenceriam à mesma 
espécie, pois com essa identidade seria muito improvável que eles atingissem um valor de 
DDH de 70% ou superior. Em 2014, este valor foi reajustado para 98,65% (Kim et al. 
15 
 
2014). Como dito anteriormente, em 75% das novas espécies descritas em 1993 se utilizou 
o DDH para sua descrição, mas, muitos desses estudos utilizaram concomitantemente a 
análise filogenética do gene do rRNA 16S para corroborar seus achados, e 14% dos 25% 
restantes utilizaram rRNA16S exclusivamente como método genômico de classificação, 
totalizando 89% das novas espécies descritas que utilizaram um ou mais métodos 
genômicos de classificação. Com a sedimentação do DDH e da análise do rRNA 16S — 
atualmente considerados, em conjunto, os testes de referência para classificação genômica 
de bactérias — na demarcação de espécie bacteriana, surgiu o consenso de que a 
sistemática bacteriana deveria seguir um modelo polifásico, utilizando conjuntamente 
métodos genômicos e fenotípicos (Vandamme et al. 1996). 
1.2. Desafios da classificação bacteriana 
Os desafios para classificação de espécies de seres vivos são muitos, abrangendo tanto 
discussões filosóficas, quanto biológicas. No caso dos procariotos, a dificuldade é dobrada, 
pois além de não se reproduzirem de forma sexuada, muitos de seus representantes são de 
difícil isolamento ou ainda não foram isolados com sucesso. Um recente estudo 
demonstrou que ao sequenciar todos os genomas procarióticos provenientes de 
diversificadas amostras ambientais, grande parte das linhagens sequenciadas não 
continham representantes previamente isolados e descritos (Hug et al. 2016). Isso sugere 
que a diversidade dos procariotos em geral é gravemente subestimada. Estima-se que 
existam, aproximadamente, 4-6 X 1030 células procarióticas no planeta (Whitman et al. 
1998) e, entre essas células, em torno de 105 a 107 espécies bacterianas (Finlay et al. 1997), 
sendo que apenas uma pequena fração já foi isolada e classificada — em torno de 1,5 X 
104 (Parte 2018). Até 2004, apenas 4500 espécies haviam sido descritas (Garrity et al. 
2004), e, por isso, o potencial biológico das bactérias foi frequentemente subestimado e 
subvalorizado, dificultando ainda mais a classificação de novas espécies. O aumento do 
interesse econômico no uso de bactérias e seus derivados para indústria e agricultura, 
entretanto, levou ao aumento também dos recursos destinados à sua pesquisa. 
Outro fator que ocorre com freqüência nos procariotos, que se apresenta como um dos 
maiores obstáculos para delimitação de espécie bacteriana, é a transferência horizontal de 
genes (“horizontal gene transfer” — HGT) (Syvanen 1994). Esse fenômeno só foi 
efetivamente confirmado após o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento 
genômico e, por isso, foi desconsiderado por um longo período na sistemática bacteriana, 
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tendo um profundo impacto na organização filética dos procariotos (Pennisi 1998). Ao se 
comparar a reconstrução filogenética do gene do rRNA 16S com as reconstruções de 
outros genes, por exemplo, diversas discrepâncias são encontradas entre as árvores 
(Christensen et al. 2004; Case et al. 2007) (Figura 2). Isso se deve ao fato de que, mesmo 
sendo um gene essencial para a manutenção da vida da célula, há estudos comprovando 
que, em alguns casos, pode ocorrer transferência horizontal de genes de rRNA, inclusive 





Figura 2: Diferença entre a reconstrução filogenética do gene rRNA 16S e do gene rpoB de diversos filos 
bacterianos [Figura retirada de (Case et al. 2007)].
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1.3. Inconsistências nos testes de referência 
As dificuldades na classificação de espécies bacterianas podem ser vistas ao analisar, 
por exemplo, a taxonomia do gênero Paenibacillus. Separado do gênero Bacillus em 1994 
(Ash et al. 1993; 1994) e em 2009 — em conjunto com mais 7 outros gêneros — tornou-se 
o gênero tipo de sua própria família: Paenibacillaceae (De Vos et al. 2009). Uma análise da 
reconstrução filogenética usando o gene do rRNA 16S da família, inicialmente, já indicou 
problemas de taxonomia dentro do gênero, devido à sua organização parafilética (Zeigler 
2016) (Figura 3). O uso da metodologia de referência da análise de identidade do rRNA 
16S não apresenta resolução suficiente para delimitação de suas espécies (Sant’Anna et al. 
2017; Ambrosini et al. 2018; Sant'Anna et al. 2018), assim como em outros grupos 
bacterianos (Fox et al. 1992). Isso se deve à alta taxa de conservação dos genes de rRNA, 
comparado à diversidade gênica do resto do genoma dessas espécies. 
As metodologias genômicas de referência para delimitação de espécie bacteriana atuais 
apresentam certas limitações e inconsistências que podem prejudicar a correta classificação 
de espécies bacterianas. O DDH é um procedimento de difícil execução, com mais de um 
tipo de metodologia disponível e, portanto, de baixa reprodutibilidade entre laboratórios, e, 
devido a isso, não gera dados cumulativos (Rosselló-Móra 2012). Dessa forma, apesar de 
ter auxiliado nos esforços iniciais para a taxonomia bacteriana, a necessidade de 
substituição para esta metodologia já é um consenso na comunidade científica 
(Stackebrandt et al. 2002). 
A análise da identidade do gene do rRNA 16S, por sua vez, apresenta outras 
dificuldades — além das já citadas anteriormente — como a presença de mais de uma 
cópia do gene dentro do genoma, que eventualmente pode apresentar valores de identidade 
intragenômicos abaixo do limiar de espécie de 98,7% (Stackebrandt 2011; Guella et al. 
2019), o que poderia dificultar uma comparação adequada entre dois genomas. Diversas 
vezes o ponto de corte para delimitação de espécie foi alterado (Stackebrandt e Goebel 
1994; Stackebrandt 2011; Kim et al. 2014), e a única garantia atualmente desta 
metodologia é que para valores abaixo de 98,7% de identidade há divergência de espécie 
(Stackebrandt 2011). Valores de identidade acima deste limiar, necessitam de outras 
técnicas para confirmar a delimitação de espécie, devido à sua baixa resolução a partir 
deste ponto (Rosselló-Móra 2012; Sant’Anna et al. 2017; Ambrosini et al. 2018; Sant'Anna 
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et al. 2018); É proposto, atualmente, o uso de genes estruturais (“housekeeping genes”) 





Figura 3: Reconstrução filogenética do gênero Paenibacillus e de gêneros próximos da mesma família. 
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1.4. Classificação genômica empregando a bioinformática 
Apesar da análise do escore de identidade genômica do gene do rRNA 16S utilizar 
ferramentas computacionais para classificação genômica, esta técnica pouco aproveita a 
capacidade de processamento e o potencial desta ferramenta que está se tornando cada vez 
mais essencial para o estudo da ciência em diversas áreas de conhecimento (Lunteren 
2016). Na área de genômica bacteriana o processo de inclusão da bioinformática iniciou-se 
com a implementação e aprimoramento das técnicas de sequenciamento genômico. Um 
exemplo do impacto do sequenciamento genômico no estudo dos procariotos se apresenta 
pelo aumento vertiginoso de espécies descritas entre 1980 e 2017, pois, apesar de as 
bactérias terem sido descobertas há mais de três séculos, de acordo com o “International 
Committee on Systematics of Prokaryotes” (ICSP), em 1980, havia oficialmente pouco 
mais de 1800 espécies bacterianas corretamente nomeadas (1980), e, em 2017, esse valor 
já ultrapassava 15000 espécies bacterianas (Parte 2018) (Tabela 1).  
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Tabela 1: Inclusão de novas espécies ou níveis taxonômicos entre 1980 e início de 2017 (modificado de LPSN1 – último 
acesso 28/02/2019). 
Ano Classe Subclasse Ordem Subordem Família Gênero Espécie Subesp. Total 
Ant 7 1 21 3 66 290 1792 131 2311 
1980 - - - - 2 10 49 1 62 
1981 - - 3 - 5 22 103 7 140 
1982 - - 1 - 3 16 102 13 135 
1983 - - - - 2 27 166 17 212 
1984 - - 1 - 4 31 161 23 220 
1985 - - - - - 29 125 14 168 
1986 - - 1 - 3 27 176 16 223 
1987 - - 2 - 2 19 100 11 134 
1988 5 - 1 - 1 30 144 8 189 
1989 - - 2 - 5 23 167 19 216 
1990 - - - - 3 21 148 30 202 
1991 - - - - 5 21 145 12 183 
1992 - - - - 1 12 122 16 151 
1993 - - 1 - 2 36 178 6 223 
1994 - - - - - 42 161 6 209 
1995 - - 1 - 2 37 217 11 268 
1996 - - 1 - 3 46 232 20 302 
1997 1 5 6 10 19 42 223 4 310 
1998 1 - - - 1 55 256 6 319 
1999 - - - - 4 79 273 14 370 
2000 - - - - 8 76 275 11 370 
2001 - - - - 1 68 356 8 433 
2002 42 - 25 - 14 72 350 9 512 
2003 1 - 1 - 3 75 372 20 472 
2004 - - 3 - 13 80 435 13 544 
2005 1 - 12 - 20 105 528 6 672 
2006 6 - 19 1 38 118 593 4 779 
2007 3 - 5 3 8 135 631 19 804 
2008 1 - 5 - 11 116 597 8 738 
2009 2 - 7 2 12 112 663 15 813 
2010 7 1 9 - 25 105 611 13 771 
2011 2 - 3 1 11 105 619 13 754 
2012 9 - 8 - 26 100 655 11 809 
2013 16 - 9 4 16 152 666 12 875 
2014 4 - 14 - 22 135 811 10 996 
2015 1 - 22 - 21 237 1009 8 1298 
2016 3 - 8 - 26 186 1056 13 1292 
2017* 4 - 5 - 7 38 181 3 238 






1.5. Do sequenciamento de Sanger aos “high-throughput sequencing” e suas 
consequências 
O sequenciamento genômico iniciou-se de maneira simples: o método de Sanger 
utilizava nucleotídeos modificados, que causavam a interrupção do alongamento da cadeia 
de DNA, juntamente com um iniciador de DNA, uma DNA polimerase, nucleotídeos 
normais e DNA de fita simples como molde. O processo de alongamento era executado em 
quatro tubos de ensaio — cada um com um tipo de nucleotídeo interruptor — e, depois, as 
amostras eram aplicadas em um gel de eletroforese e a posição dos nucleotídeos era 
descoberta pela banda de cada fragmento de DNA interrompido pela adição do nucleotídeo 
terminador correspondente (Figura 4) (Sanger e Coulson 1975). Essa metodologia foi 
aprimorada com a aplicação de corantes diferentes para cada nucleotídeo, permitindo a 
execução da reação em um único tubo de ensaio, com o resultado da eletroforese sendo 
lido e interpretado através de cromatografia (Prober et al. 1987). Em 1981, o primeiro 
modelo automatizado de sequenciamento, utilizando capilares, foi introduzido (Jorgenson 
e Lukacs 1981).  
 
Figura 4: Exemplo do processo de sequenciamento pelo método de Sanger (recuperado de 
https://www.slideshare.net/SurenderRawat3/dna-sequencing-41318444/9 - último acesso 28/02/2019). 
 
Em 1987 a empresa “Applied Biosciences” comercializou o primeiro sequenciador 
automatizado, baseado no método de Sanger com a utilização dos capilares. Entretanto, 
apesar de ter se tornado um marco no sequenciamento genômico, seu custo e tempo de 
execução ainda tornavam seu uso inviável para a maioria dos laboratórios de pesquisa. A 
descoberta da reação de cadeira de polimerase (PCR) (Mullis et al. 1986) e a consequente 
automatização da amplificação de fragmentos de DNA ajudou a mudar esse quadro, pois 
levou ao desenvolvimento de diversas técnicas que viriam a ser chamadas de “Next 
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Generation Sequencing” (NGS). A “Illumina dye sequencing”, uma dessas técnicas e a 
mais utilizada atualmente, foi desenvolvida em 2006 (Bentley et al. 2008) e — em 
conjunto com o pirosequenciamento (Margulies et al. 2005) — abriu espaço para o 
sequenciamento em largar escala a preços acessíveis, como evidenciado nas Figuras 5 e 6. 
A metodologia Illumina se divide, simplificadamente, em três passos: amplificação, 
sequenciamento e análise. Na amplificação, o genoma de interesse é fragmentado em 
pequenas sequencias de DNA e é amplificado em uma placa, gerando diversas cópias. O 
sequenciamento se dá após a lavagem da placa, onde um tipo de nucleotídeo com 
fluorescência é adicionado de cada vez em diversos ciclos. Dessa forma, a ordem dos 
nucleotídeos de cada fragmento é mapeada. No processo de análise, os pontos de 
sobreposição entre os fragmentos resultantes (ou “contigs”) são alinhados e o genoma é 
montado como um quebra-cabeça. O genoma montado é comparado, posteriormente, com 
um genoma de referência, caso houver algum disponível (Morozova e Marra 2008) — caso 





Figura 5: Variação do custo, em dólares, do sequenciamento de DNA por megabase entre os anos de 
2001 e 2017. (retirado de https://www.genome.gov/27541954/dna-sequencing-costs-data/ — último 





Figura 6: Gráfico de ano de lançamento comercial versus rendimento por execução de instrumentos de 
sequenciamento. [Retirado de (Reuter et al. 2015)]. 
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O aprimoramento da metodologia Illumina e o advento de novas técnicas avançadas 
de sequenciamento levaram à mudança de nomenclatura para sequenciamento de alto 
desempenho (“High-throughput sequencing” — HTS), devido à diferença de rendimento 
entre a segunda geração (NGS) e a geração atual. Como visto nas Figuras 5 e 6, a redução 
do custo de sequenciamento, aliado ao aumento de desempenho dos equipamentos 
comerciais, possibilitaram, especialmente no estudo de procariotos, um uso mais 
abrangente do sequenciamento do genoma completo de espécimes bacterianas e sua 
deposição em bancos de dados de amplo acesso, como o GenBank2. De acordo com o 
banco de dados RefSeq do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) — 
um banco de dados apenas com genomas curados — em novembro de 2013 havia 31.646 
organismos diferentes depositados3. Em janeiro de 2019 este número já havia mais do que 
duplicado — 86,867 organismos diferentes depositados4. Devido a isso, a “International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology” (IJSEM), a mais importante revista 
científica de sistemática microbiana, passou a recomendar fortemente, desde 2018, o 
deposito do genoma completo dos organismos descritos em artigos de novas espécies para 
assegurar sua publicação5. 
Apesar da recomendação da IJSEM vir somente a partir de 2018, o sequenciamento 
e depósito de genomas já têm sido uma prática relativamente comum para outros estudos, 
além da sistemática bacteriana: como, por exemplo, no estudo de novos alvos de 
antibióticos no estudo de patógenos (Donkor 2013), na análise de genes de interesse e seu 
ambiente metabólico (Fernandes et al. 2014), no estudo da formação de sabor em 
alimentos (McAuliffe et al. 2018) e no estudo de microbiota humana (Qin et al. 2010). O 
depósito constante de sequencias em bancos de dados gera uma grande quantidade de 
informações — os chamados “Big Data” — que podem ser exploradas pela sistemática 
bacteriana para aprimorar o modelo de classificação bacteriana, usando grandes partes ou a 
totalidade do genoma dos micro-organismos para comparar sua similaridade, em oposição 
ao uso de apenas o gene do rRNA 16S. Esse, como discutido anteriormente, por mais 
conservado que seja, pode apresentar variações intraespecíficas e, em alguns casos, 





1.6. Transição do uso do DDH para o uso “overall genome relatedness indices” 
(índices de relação genômica geral — OGRIs) 
Com o objetivo de entrar na nova era do “Big Data” e desfrutar da grande 
quantidade de genomas disponíveis publicamente, foi desenvolvida a “average nucleotide 
identity” (ANI) (Konstantinidis e Tiedje 2005), que calcula a identidade média entre dois 
genomas bacterianos — metodologia que atualmente está sendo consideradaa sucessora do 
DDH como padrão ouro de classificação de espécies bacterianas (Goris et al. 2007; Richter 
e Rossello-Mora 2009; Mahato et al. 2017). Para comparar dois organismos, essa 
metodologia divide o genoma da primeira bactéria em diversos fragmentos de 1020 
nucleotídeos e é realizada uma busca com cada fragmento (“query”), utilizando o 
algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST), no genoma da segunda bactéria 
(“reference”). É feito uma média de todos os “hits” que apresentarem um valor de 
identidade de sequência acima de 30% e região alinhável de pelo menos 70% com o 
genoma “reference”. O processo é repetido com a inversão dos genomas das bactérias 
analisadas — o genoma da primeira bactéria é usado como “reference” enquanto que o 
genoma da segunda bactéria é fragmentado e usado como “query”. Faz-se, então, uma 
média dos dois resultados, configurando o valor final de ANI (Goris et al. 2007). Valores 
de ANI acima de 90% demonstraram boa correlação com resultados de DDH (Goris et al. 
2007), sendo que o ponto de corte inicial de valor de ANI determinado para delimitação de 
espécie, que corresponderia a um valor de DDH de 70% ou superior, foi de 94% ou 
superior entre os dois genomas envolvidos (Richter e Rossello-Mora 2009). Uma 
metodologia semelhante foi desenvolvida para comparar a identidade média de 
aminoácidos, o “average aminoacid identity” (AAI) (Konstantinidis e Tiedje 2005). 
Apesar de ANI ter sido a primeira metodologia robusta de comparação genômica 
para delimitação de espécie, e a mais popularmente usada, outras métricas foram 
desenvolvidas através dos anos. Algumas destas são diretamente derivadas de ANI, como 
ANIm (Richter e Rossello-Mora 2009), que utiliza o algoritmo MUMmer (Kurtz et al. 
2004) como substituto do BLAST; OrthoANI (Lee et al. 2016), que, diferente de seu 
sucessor, fragmenta ambos genomas, ao invés de usar um “query” e um “reference”, e 
considera apenas os fragmentos que apresentam “best hit” recíproco para calcular a 
identidade média dos genomas, utilizando tanto o algoritmo BLAST como o algoritmo 
USEARCH (Edgar 2010); e o genome-wide ANI (gANI) (Varghese et al. 2015), que 
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utiliza apenas as regiões codificantes dos genomas em sua análise. Como forma de 
especificar que a metodologia ANI original utiliza o algoritmo BLAST em sua análise, esta 
é comumente intitulada ANIb (BLAST ANI). Os pontos de corte atuais de delimitação de 
espécie para ANIb, ANIm e OrthoANI ficam no limiar entre 95% e 96% (Richter e 
Rossello-Mora 2009; Kim et al. 2014; Lee et al. 2016), enquanto que para gANI o limiar 
mínimo é de 96,5% (Varghese et al. 2015), visto que essa metodologia utiliza apenas 
regiões codificantes, que são mais conservadas.  
Outras métricas foram desenvolvidas sem ter relação direta com ANIb, como 
“Genome-to-Genome Distance Calculator” (GGDC) (Meier-Kolthoff et al. 2013), “MUM 
index” (MUMi) (Deloger et al. 2009) e o “Tetra-nucleotide signature correlation index” 
(TETRA) (Teeling et al. 2004). O GGDC — substituto digital direto do DDH— calcula a 
distância intergenômica entre dois organismos para determinar a relação entre as espécies 
utilizando a metodologia baseada no programa “Genome Blast Distance Phylogeny” 
(GBDP) (Henz et al. 2005). Com o resultado se calcula um escore que é convertido no 
valor esperado, caso fosse realizado em bancada o DDH entre as duas espécies. Este valor 
final seria o DDH digital (dDDH) entre ambos os organismos, com o ponto de corte para 
espécie igual ao DDH, de 70% (Meier-Kolthoff et al. 2013). O escore calculado pelo 
GGDC determina a distância entre os dois genomas, que varia entre 0, para mais similar, e 
1, para mais distante, (Meier-Kolthoff et al. 2013). Esse escore também pode ser usado 
para delimitação de espécie e apresenta um ponto de corte para valores iguais ou inferiores 
a 0,044 ou 0,045 (Auch et al. 2010).  
O MUMi é um índice que calcula a distância entre dois genomas baseada nas 
“maximal unique exact matches” (correspondências exatas únicas máximas — MUM), 
resultado do algoritmo MUMmer (Kurtz et al. 2004). Os MUMs são fragmentos de 
sequência idênticos e únicos entre dois genomas (Kurtz et al. 2004). Para calcular o 
MUMi, todos os fragmentos que apresentarem um tamanho mínimo de nucleotídeos — 
que pode ser escolhido empiricamente, mas apresentou um resultado ideal com tamanho 
mínimo de 19 nucleotídeos (Deloger et al. 2009) — tem seu comprimento somado e 
posteriormente dividido pela média de comprimento dos dois genomas que estão sendo 
comparados (Deloger et al. 2009). O valor resultante é subtraído de 1, gerando o resultado 
final do MUMi, como apresentado na fórmula:  (Deloger et al. 2009). O 
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resultado pode variar de 0, para mais similar, a 1, para mais distante, sendo 0,33 o ponto de 
corte para delimitação de espécie (Deloger et al. 2009). 
O TETRA é um modelo de delimitação de espécie que, diferente das outras 
métricas, não é baseado em alinhamento de sequencias (Teeling et al. 2004). Para o cálculo 
do TETRA a sequência de DNA dos genomas bacterianos é estendida pelo seu 
complemento reverso — com o objetivo de compensar padrões discrepantes entre a fita 
“Watson” e a fita “Crick” — e as frequências das 256 possíveis combinações de 
tetranucleotídeos são calculadas (Teeling et al. 2004). Posteriormente, é feito um gráfico 
de dispersão com as frequências de tetranucleotídeos de ambos os genomas e um 
coeficiente de correlação de Pearson é calculado a partir do gráfico (Teeling et al. 2004). O 
valor da correlação determina se ambos os genomas podem pertencer à mesma espécie, 
onde o limite para delimitação de espécie varia entre r ≥ 0,989 e r ≥ 0,999 (Teeling et al. 
2004) — o valor menor indica forte possibilidade de ambos organismos pertencerem a 
mesma espécie, enquanto o valor maior é confirmatório (Richter et al. 2015). 
Apesar do uso do ANIb já estar sendo sedimentando na literatura como o melhor 
substituto do DDH para delimitação de espécie, para análises de grande escala, com 
centenas ou milhares de genomas para serem comparados entre si, essa métrica se torna 
computacionalmente inviável (Yoon et al. 2017). As demais métricas apresentadas acima 
são boas candidatas para servir como alternativa para delimitação de espécie bacteriana 
quando o conjunto de dados é grande demais para viabilizar o uso do ANIb, pois 
apresentam boa correlação tanto com os resultados de DDH quanto com os resultados de 
ANIb (Teeling et al. 2004; Deloger et al. 2009; Richter e Rossello-Mora 2009; Meier-
Kolthoff et al. 2013; Lee et al. 2016). Portanto, uma avaliação comparativa 
(“benchmarking”) dessas métricas é recomendada para determinar qual a melhor 








2.1. Objetivo Principal 
 
Comparar diferentes métricas genômicas de delimitação de espécie bacteriana, com o 
propósito de elencar a metodologia mais recomendada baseado em sua especificidade, 
sensibilidade, robustez e poder computacional disponível. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
- Comparar todas as métricas utilizando os genomas de Paenibacillus presentes no 
banco refseq disponível no sítio do NCBI; 
- Aplicar os resultados das métricas genômicas na resolução de problemas de 




Ao contrário dos eucariotos, a delimitação de espécie em procariotos não é regida por 
um conceito teórico, tende a ser mais pragmática, embora mais arbitrária e antropocêntrica 
(Gevers et al. 2005). Ainda que esteja estabelecido que um valor de DDH acima de 70% 
seja o principal critério para determinar que duas bactérias pertençam a mesma espécie 
(Moore et al. 1987), ainda não há uma definição oficial do que uma espécie bacteriana 
representa, apenas regras de nomenclatura (Parte 2018). Considerando que o DNA contém 
a informação evolutiva primordial, a introdução de métricas de comparação genômica 
poderá ser um passo importante para o estabelecimento de uma regra geral para definição 
de espécie bacteriana  (Henz et al. 2005; Richter e Rossello-Mora 2009; Meier-Kolthoff et 
al. 2013; Kim et al. 2014; Varghese et al. 2015). Apesar disso, embora cada vez mais 
surjam novas métricas, não há um consenso na comunidade taxonômica a respeito sobre 
quais devem ser adotadas além do ANIb em esquemas de classificação. De fato, somente 
muito recentemente essas métricas estão sendo utilizadas como critérios taxonômicos. Por 
isso, os esforços para se comparar as diversas métricas que foram desenvolvidas desde 
2005 (Konstantinidis e Tiedje 2005) ainda são praticamente nulos. Algumas métricas, 
ainda, foram testadas apenas em seus artigos de origem, sem estudos subsequentes 
validando seus resultados. Para piorar, muitas ferramentas possuem uma documentação 
muito limitada, o que dificulta seu uso por não-especialistas. Portanto, são necessários 
estudos que objetivem padronizar essas métricas, visando identificar quais são as mais 
apropriadas para cada tipo de dado e para cada condição de análise. Isso reduziria a 
produção de resultados redundantes ou o uso de métricas não compatíveis com 
determinados estudos. 
Métricas dependentes do BLAST, como ANIb, OrthoANI e GGD, são muito mais 
lentas do que as que utilizam MUMmmer, como ANIm e MUMi, e do que as que verificam 
composição de sequência, como a análise de tetranucleotídeos (Richter e Rossello-Mora 
2009; Yoon et al. 2017). Entretanto, a velocidade de processamento tem um custo, visto 
que os métodos que não se baseiam em BLAST tendem a ser menos precisos. 
A reclassificação do Paenibacillus durus e do Paenibacillus azotofixans foi um 
trabalho paralelo derivado dos resultados gerados a partir da avaliação das métricas 
genômicas e ilustra a praticidade do uso desses dados quantitativos na resolução de 
problemas de classificação bacteriana que perduram há anos. De forma geral, os resultados 
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são congruentes, mas ao mesmo tempo mostram a falta de padronização das regras na 
avaliação de métricas genômicas na classificação bacteriana. Por isso, os resultados 
encontrados no estudo de benchmarking permitem auxiliar na escolha da metodologia mais 
adequada e mais eficiente, baseando-se nos tipos de dados disponíveis e na disponibilidade 
de poder computacional do pesquisador. 
No presente estudo foi demonstrado que existe muita redundância nos resultados entre 
as diferentes métricas genômicas, embora o tempo de computação varie. Além disso, uma 
aplicação prática dessas métricas foi demonstrada na reclassificação das espécies P. durus e 
P. azotofixans. 
É uma questão de tempo para que métricas genômicas sejam compulsórias, embora sua 
utilização seja ainda incipiente por parte da comunidade científica. O presente estudo 
gerou resultados que poderão ser futuramente utilizados na determinação de um esquema 
de classificação padronizado e eficiente na taxonomia procariótica. 
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